
European  Patent  Office  ©  Publication  number:  0  1  0 6   4 3 0  

Office  europeen  des  brevets  A 2  

(12) EUROPEAN  PATENT  APPLICATION 

©  Application  number:  83303255.0  ©  Int.  CI.3:  C  07  D  4 7 1 / 0 4  

-  A  61  K  31 /47  
©  Dateoffiling:  06.06.83  / /(C07D471/04,  235/00,  21  1/00) 

©  Priority:  09.06.82  US  386833  ©  Applicant:  EU  LILLY  AND  COMPANY 
307,  East  McCarty  Street 
Indianapolis  Indiana  46285(US) 

©  Date  of  publication  of  application: 
25.04.84  Bulletin  84/17  ©   Inventor:  Campbell,  Jack  Beuford 

1809  South  Chester 
©  Designated  Contracting  States:  Indianapolis  Indiana  46203{US) 

BE  CH  DE  FR  GB  IT  LI  LU  NL  SE 
©  Inventor:  Lavagnino,  Edward  Ralpli 

4010  Rommel  Drive 
Indianapolis  Indiana  46208(US) 

©  Representative:  Crowther,  Terence  Roger  et  al, 
Eri  Wood  Manor 
Windlesham  Surrey  GU20  6PH(GB) 
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(s7)  7H-benzimidazo[2,1-a]benz[de]isoquinoline-7-ones,  or  a 
pharmaceutically-acceptable  salt  thereof,  are  useful  im- 
munosuppressives  in  the  treatment  of  warm-blooded 
animals. 
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pharmaceutically-acceptable  salt  thereof,  are  useful  im- 
munosuppressives  in  the  treatment  of  warm-blooded 
animals. 



Immune  s u p p r e s s a n t   a g e n t s   h a v e   b e c o m e   q u i t e  

i m p o r t a n t   b e c a u s e   o f   t h e i r   r o l e   in   o r g a n   t r a n s p l a n t  

o p e r a t i o n s   s u c h   as  h e a r t   and   k i d n e y   t r a n s p l a n t s .   P a r t  

of  t h e   human  d e f e n s e   m e c h a n i s m   of   t h e   immune   r e s p o n s e  

i s   to   r e m o v e   f o r e i g n   a n t i g e n s   ( in   t h i s   c a s e ,   p r o d u c e d  

by  t h e   t r a n s p l a n t e d   o r g a n ) .   T h u s ,   i n   o r g a n   t r a n s p l a n t  

o p e r a t i o n s ,   l a r g e   d o s e s   of  an  immune  s u p p r e s s a n t   m u s t  

be  g i v e n   p r i o r   t o   and  c o n t i n u i n g   a f t e r   t h e   o p e r a t i o n   t o  

p r e v e n t   t h e   h o s t   f r o m   r e j e c t i n g   t h e   d o n o r   o r g a n .  

The  immune   r e s p o n s e   i s   c o m p o s e d   of  a  s e q u e n c e  

of  c e l l u l a r   t r a n s f o r m a t i o n s   and  b i o c h e m i c a l   e v e n t s  

l e a d i n g   to   a  b i m o d a l   r e s p o n s e   to   f o r e i g n   s u b s t a n c e s  

( a n t i g e n s ) .   C e l l s   w h i c h   p a r t i c i p a t e   i n   t h e   r e s p o n s e  
e v o l v e   f r o m   s t e m   c e l l s   w h i c h   o r i g i n a t e   i n   t h e   b o n e  

m a r r o w   and  a r e   s e e d e d   o u t   t o   t h e   p e r i p h e r a l   l y m p h o i d  

o r g a n s .   From  t h e s e   l a t t e r   s i t e s ,   f o l l o w i n g   an  a n t i -  

g e n i c   s t i m u l u s ,   t h e   b o d y ' s   r e s p o n s e   i s   m o u n t e d   in  t h e  

p l a s m a   c e l l s   ( w h i c h   p r o d u c e   a n t i b o d y )   and   s p e c i f i c  

immune  l y m p h o c y t e s .   A n t i b o d i e s   a r e   r e l e a s e d   i n t o   t h e  

c i r c u l a t o r y   s y s t e m   and  may  a c t   a t   a  d i s t a n c e   f rom  t h e  

p r o d u c i n g   c e l l   ( h u m o r a l   i m m u n i t y ) .   S p e c i f i c   i m m u n e  

l y m p h o c y t e s   a l s o   e n t e r   t h e   c i r c u l a t o r y   s y s t e m   and  a c t  

a t   t h e   s i t e   o f   i n j u r y   ( c e l l u l a r   i m m u n i t y ) .   The  r e -  
a c t i o n   of   a n t i b o d y   w i t h   a n t i g e n   t r i g g e r s   t h e   r e l e a s e  

of  h i s t a m i n e   f r o m   b a s o p h i l i c   l e u k o c y t e s ;   h i s t a m i n e ,   i n  

t u r n ,   a c t s   to   a l t e r   t h e   p e r m e a b i l i t y   of   b l o o d   v e s s e l s ,  

s p e e d i n g   t h e   i n f l u x   of  a n t i b o d i e s   and  s p e c i f i c   i m m u n e  

l y m p h o c y t e s   i n t o   t h e   s i t e s   of  i n j u r y .   T h u s ,   t h e   i m m u n e  



r e s p o n s e   i s   c o m p o s e d   o f   a  s e r i e s   o f   b i o c h e m i c a l   e v e n t s  

in  a  s e q u e n c e   of   c e l l s   a t   v a r i o u s   s i t e s   in   t h e   b o d y .  

T h i s   r e s p o n s e   c an   be  a l t e r e d   or   s u p p r e s s e d   a t   a  n u m b e r  

of   b i o c h e m i c a l . o r   c e l l u l a r   d e v e l o p m e n t a l   s i t e s .  

A n t i h i s t a m i n e s   a f f e c t   o n l y   a  s e c o n d a r y   r e a c -  

t i o n   in   t h e   immune   r e s p o n s e ,   h a v i n g   no  d i r e c t   e f f e c t   o n  

a n t i b o d y - p r o d u c i n g   c e l l s   o r   on  s p e c i f i c   immune  l y m p h o -  

c y t e s .   A  n u m b e r   o f   a g e n t s ,   c u r r e n t l y   in   u s e   as  i m m u n o -  

s u p p r e s s i v e   d r u g s ,   a c t   f u r t h e r   b a c k   i n - t h e   i m m u n e  

r e s p o n s e   p a t h w a y .   C e r t a i n   a n t i - i n f l a m m a t o r y   s t e r o i d s ,  

e . g . ,   c o r t i s o n e ,   s u p p r e s s   p r o d u c t i o n   of   a n t i b o d y   a n d  

s p e c i f i c   immune   l y m p h o c y t e s ,   b u t   a l s o   d e p l e t e   n o r m a l  

l y m p h o i d   t i s s u e   i n   a d d i t i o n   to   h a v i n g   o t h e r   u n d e s i r a b l e  

s i d e   e f f e c t s .   C e r t a i n   a n t i n e o p l a s t i c   d r u g s   e . g . ,  

a z a t h i o p r i n e ,   c y c l o p h o s p h a m i d e ,   and   m e t h o t r e x a t e ,   a r e  ,  

e m p l o y e d   as  i m m u n o s u p p r e s s i v e s ,   b u t   t h e y   a l s o   d e p l e t e  

n o r m a l   l y m p h o i d   t i s s u e   and   r a d i c a l l y   d e p r e s s   o t h e r  

b o n e - m a r r o w - d e r i v e d   c e l l s .   The  g e n e r a l   c y t o t o x i c i t y   o f  

t h e   l a t t e r   d r u g s   i s   e x p e c t e d   b e c a u s e   t h e y   h a v e   b e e n  

s e l e c t e d   on  t h e   b a s i s   o f   t o x i c i t y   a g a i n s t   a  s p e c t r u m   o f  

c e l l   t y p e s .  

An  o b j e c t   o f   t h i s  i n v e n t i o n   i s   to   p r o v i d e  

c o m p o u n d s   w h i c h   a l t e r   t h e   immune  r e s p o n s e   in   mammals   b y  

a c t i n g   on  c e l l s   f u n c t i o n i n g   i n   t h e   immune  r e s p o n s e  

w h i l e   a v o i d i n g   c e r t a i n   s i d e - e f f e c t s   and  o t h e r   u n d e s i r -  

a b l e   a t t r i b u t e s   o f   c o m p o u n d s   a v a i l a b l e   as  i m m u n e  

r e g u l a n t s .  

S u b s t i t u t e d   7 H - b e n z i m i d a z o [ 2 , 1 - a ] b e n z [ d e ] =  

i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e s ,   a r e   named  and  n u m b e r e d   a c c o r d i n g  

to  t h e  R i n g   I n d e x ,  T h e   A m e r i c a n   C h e m i c a l   S o c i e t y ,  

n u m b e r   5 8 1 8 ,   as  f o l l o w s :  



O k a z a k i ,   e t .   a l . ,   J .   Soc .   Org .   S y n t h e t .   C h e m . ,   J a p a n ,  

13,   80,  1 7 5 ,   2 2 8 ,   and  413  ( 1 9 5 5 ) ,   d e s c r i b e -  t h e   p r e p -  

a r a t i o n   of   1 0 -   and   1 1 - s u b s t i t u t e d   c o m p o u n d s   as  r e p r e -  

s e n t e d   by  F o r m u l a   I  in   w h i c h   R  i s   h y d r o g e n ,   m e t h y l ,  

m e t h o x y ,   and   c h l o r o .   S i m i l a r l y ,   A r i e n t   and  M a r h a n ,  

C o l l e c t i o n   C z e c h .   Chem.  C o m m u n . ,   28,  1292  ( 1 9 6 3 ) ,  

d e s c r i b e   t h e   s y n t h e s i s   of  r e l a t e d   c o m p o u n d s   in   w h i c h  

R  i s   c h l o r o ,   m e t h y l ,   n i t r o ,   and  a m i n o .   E a c h .  c i t a t i o n  

u s e s   t h e   same  two   m e t h o d s   of  p r e p a r a t i o n .   The  f i r s t  

m e t h o d   e m p l o y s   t h e   r e a c t i o n   b e t w e e n   1 , 8 - n a p h t h a l i c   a c i d  

a n h y d r i d e   and   a p p r o p r i a t e l y   s u b s t i t u t e d   o - p h e n y l e n e -  

d i a m i n e s   w h i c h   a r e   p r e p a r e d   and  i s o l a t e d   or  f o r m e d   i n  

s i t u   f r o m   t h e   a p p r o p r i a t e   o - n i t r o a n i l i n e   p r e c u r s o r .  

The  in  s i t u   c o m p o u n d   may  be  p r e p a r e d   p r i o r   to   t h e  

i n t r o d u c t i o n   of   t h e   a n h y d r i d e   or   in  i t s   p r e s e n c e .  
The  s e c o n d   m e t h o d   p r o d u c e s   an  i n t e r m e d i a t e  

N - s u b s t i t u t e d - n a p h t h a l i m i d e   f r o m   t h e   r e a c t i o n   o f  

- n a p h t h a l i c   a n h y d r i d e   w i t h   t h e   a p p r o p r i a t e l y   s u b s t i t u t e d  

o - n i t r o a n i l i n e ,   a n d ,   in  a  s e c o n d   s t e p ,   can   be  c o n v e r t e d  

to  t h e   f i n a l   p r o d u c t   ( i . e . ,   c o m p o u n d s   as   r e p r e s e n t e d   i n  

F o r m u l a   I)  by  c h e m i c a l   r e d u c t i o n   and  c o n d e n s a t i o n .  



B o t h   m e t h o d s   a r e   d e s c r i b e d   i n   U . S .   P a t e n t  

No.  4 , 0 9 7 , 4 5 0   w h i c h   d i s c l o s e s   t h e   r e a c t i o n   o f   o - p h e n y l -  

e n e d i a m i n e s   and  o - n i t r o a n i l i n e s   w i t h   3 , 6 - d i h y d r o x y -  

n a p h t h a l i c   a c i d   a n h y d r i d e   to   p r e p a r e   2 , 5 - d i h y d r o x y  

c o n g e n e r s   o f   t h e   c o m p o u n d s   r e p r e s e n t e d   by  F o r m u l a   I .  

In  a l l   t h r e e   c i t a t i o n s   a b o v e   i t   ha s   b e e n  

r e c o g n i z e d   t h a t   t h e   s e c o n d   m e t h o d   u t i l i z i n g   o - n i t r o -  

a n i l i n e s   i s   s u p e r i o r   t o   t h e   f i r s t   m e t h o d   when  t h e  

c o r r e s p o n d i n g   o - p h e n y l e n e d i a m i n e   r e a c t i o n   c an   and  d o e s  

g i v e   two  i s o m e r s .   F o r   e x a m p l e ,   O k a z a k i   ( s u p r a ,   p.  4 1 3 )  

d e m o n s t r a t e d   a  4 2 : 5 8   r a t i o   o f   10 -   to   1 1 - c h l o r o   i s o m e r s  

when   3 , 4 - d i a m i n o c h l o r o b e n z e n e   was   r e a c t e d   w i t h   n a p h t h a l i c  

a n h y d r i d e ,   w h e r e a s   p u r e   i s o m e r s   c o u l d   be  o b t a i n e d   w h e n  

t h e   a p p r o p r i a t e l y   s u b s t i t u t e d   o - n i t r o a n i l i n e s   w e r e  

f i r s t   r e a c t e d   w i t h   t h e   a n h y d r i d e   f o l l o w e d   by  c h e m i c a l  

r e d u c t i o n   and  c o n d e n s a t i o n .  

A r i e n t   and  M a r h a n ,   s u p r a ,   t e a c h e s   a l s o   h o w  

v a r i o u s   d e r i v a t i v e s ,   f o r   e x a m p l e ,   t h o s e   i n   w h i c h   R  i s  

c h l o r o ,   c a n   be  p r e p a r e d   f r o m   c o m p o u n d s   o f   F o r m u l a   I  

in   w h i c h   R  i s   n i t r o ,   u p o n   r e d u c t i o n   to   t h e   a n i l i n e   (R 

i s   NH2)  and  s u b s e q u e n t   t r a n s f o r m a t i o n s   v i a   t h e   S a n d m e y e r  

r e a c t i o n .  

In  t h e s e   r e f e r e n c e s   t h e   c o m p o u n d s   of  F o r m u l a   I  

w e r e   f o u n d   to   p o s s e s s   q u a l i t i e s   s u i t a b l e   f o r   u s e   a s  

d y e s   and  p i g m e n t s .   R e c e n t l y   s e v e r a l   d e r i v a t i v e s   a r e  

s a i d   a l s o   to   be  u s e f u l   as   e p o x y   h a r d e n e r s   and   a s  

t h i c k e n i n g   a g e n t s   f o r   g r e a s e s .  



In   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   i n v e n t i o n ,   i t   h a s  

b e e n   d e t e r m i n e d   t h a t   s u b s t i t u t e d   7 H - b e n z i m i d a z o [ 2 , l - a ] -  

b e n z [ d e ] i s o c u i n o l i n e - 7 - o n e s   o f   F o r m u l a   I  

in   w h i c h   R  r e p r e s e n t s   b r o m o ,   c h l o r o ,   f l u o r o   o r   t r i -  

f l u o r o m e t h y l ,   a t   t h e   10  o r   1 1  p o s i t i o n   o r   p h a r m a c e u -  

t i c a l l y - a c c e p t a b l e   s a l t s   t h e r e o f ,   a r e   u s e f u l   p h a r m a -  

c e u t i c a l s  m o r e   s p e c i f i c a l l y   as  i m m u n o s u p p r e s s i v e   a g e n t s  

in   w a r m - b l o o d e d   a n i m a l s .  

The  c o m p o u n d s   of  F o r m u l a   ( I ) ,   e x c e p t   t h e  

f r e e   b a s e   in   w h i c h   R  i s   c h l o r o ,   a r e   n o v e l   and  a r e  

p r o v i d e d   in   one   a s p e c t   of   t h e   i n v e n t i o n .  

The  p r e f e r r e d   c o m p o u n d s   of  t h i s   i n v e n t i o n  

a r e   t h o s e   o f   F o r m u l a   I  in   w h i c h   R  i s   a t   t h e   11  p o s i -  

t i o n .   E s p e c i a l l y   p r e f e r r e d   i s   1 1 - t r i f l u o r o m e t h y l - 7 H -  

b e n z i m i d a z o [ 2 , 1 - a ] b e n z [ d e ] i s o q u i n o r i n e - 7 - o n e   o r   a  

p h a r m a c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   s a l t   t h e r e o f .  

A c c o r d i n g   to   a  f u r t h e r   a s p e c t   of   t h e   p r e s e n t  
i n v e n t i o n   t h e r e   i s   p r o v i d e d   a  m e t h o d   of  p r e p a r i n g   a  

c o m p o u n d   of   F o r m u l a   I ,   or  a  p h a r m a c e u t i c a l l y - a c c e p t -  

a b l e   s a l t   t h e r e o f   w h i c h   c o m p r i s e s   t h e   i n t r a m o l e c u l a r  

c o n d e n s a t i o n   of   an  a m i n e   of  F o r m u l a   I I :  



a n d ,   i f   d e s i r e d ,   o p t i o n a l l y   f o r m i n g   a  p h a r m a c e u t i c a l l y -  

a c c e p t a b l e   s a l t   of   t h e   p r o d u c t .   The  c o n d e n s a t i o n   i s  

p r e f e r a b l y   c a r r i e d   o u t   a t   e l e v a t e d   t e m p e r a t u r e s ,  

t y p i c a l l y   i n   t h e   r a n g e   o f   a b o u t   5 0 - 1 8 0 ° C ,   u s i n g   a  

s u i t a b l e   i n e r t   o r g a n i c   s o l v e n t .  

The  c o m p o u n d s   o f   F o r m u l a   I I   may  b e  p r e p a r e d  

by  t h e   c o n d e n s a t i o n   o f   s u b s t i t u t e d   o - p h e n y l e n e d i a m i n e s  

w i t h   n a p h t h a l i c   a n h y d r i d e .   The  o - p h e n y l e n e d i a m i n e s  

may  be  p r e p a r e d   f r o m   t h e   a p p r o p r i a t e   o - n i t r o a n i l i n e  

p r e c u r s o r s   e i t h e r   by  c a t a l y t i c   h y d r o g e n a t i o n   o r  

c h e m i c a l   r e d u c t i o n .   The  d i a m i n e   t h u s   p r o d u c e d   may  b e  

i s o l a t e d   and   s u b s e q u e n t l y   r e a c t e d   w i t h   t h e   a n h y d r i d e ,  

p r e p a r e d   in   s i t u   f o r   l a t e r   c o n d e n s a t i o n   w i t h   t h e  

a n h y d r i d e ,   o r   p r e p a r e d   in   s i t u   in   t h e   p r e s e n c e   of   t h e  

a n h y d r i d e .   S u i t a b l e   h y d r o g e n a t i o n   c a t a l y s t s   i n c l u d e ,  

among  o t h e r s ,   R a n e y   n i c k e l ,   p a l l a d i u m - o n - c a r b o n ,  

p l a t i n u m   o x i d e ,   and   s u l f i d e d   p l a t i n u m - o n - c a r b o n .  

S o l v e n t s   w h i c h   a r e   i n e r t   to   h y d r o g e n a t i o n   c o n d i t i o n s  

s u c h   a s , . f o r   e x a m p l e ,   e t h a n o l ,   a c e t i c   a c i d ,   or   t e t r a -  

h y d r o f u r a n   a r e   e m p l o y e d   in   t h e   r e a c t i o n .   C h e m i c a l  

m e a n s   of   r e d u c t i o n   i n c l u d e ,   f o r   e x a m p l e ,   z i n c   or   i r o n  



d u s t   or   s t a n n o u s   c h l o r i d e   in   t h e   p r e s e n c e   of   an  a c i d ,  

s u c h   as   h y d r o c h l o r i c   a c i d .   G e n e r a l l y   in   t h e   p r a c t i c e  

of   t h i s   i n v e n t i o n ,   m o l a r   e q u i v a l e n t s   of   t h e  o - p h e n y l e n e -  

d i a m i n e   o r   o - n i t r o a n i l i n e   r e a c t a n t   and  a n h y d r i d e   a r e  

u s e d .   An  e x c e s s   of   e i t h e r   r e a c t a n t ,   h o w e v e r ,   c a n   b e  

u s e d   i f   d e s i r e d   w i t h o u t   an  a d v e r s e   e f f e c t   on  t h e  

y i e l d .   T h i s   p r o c e s s   f o r m s   f r o m   a  s i n g l y   s u b s t i t u t e d  

o - p h e n y l e n e d i a m i n e   or   o - n i t r o a n i l i n e ,  t w o   i s o m e r s   o f  

c o m p o u n d s   as  r e p r e s e n t e d   by  F o r m u l a   I .   The  p r o d u c t s  

can   be  r e c o v e r e d   by  e v a p o r a t i o n   of  t h e   s o l v e n t   f o l l o w e d  

by  p u r i f i c a t i o n   by  c o n v e n t i o n a l   m e t h o d s   s u c h   as  c r y s t a l -  

l i z a t i o n   a n d / o r   c h r o m a t o g r a p h y .  

A l t e r n a t i v e l y ,   t h e   a n h y d r i d e   can   be  c o n -  

d e n s e d ,   by  h e a t i n g   in   a  s u i t a b l e   i n e r t   s o l v e n t   s u c h   a s  

a c e t i c   a c i d ,   w i t h   t h e   a p p r o p r i a t e   o - n i t r o a n i l i n e   t o  

p r o d u c e   t h e   i n t e r m e d i a t e   N - ( s u b s t i t u t e d - o - n i t r o p h e n y l ) -  

n a p h t h a l i m i d e .   S u b s e q u e n t   r e d u c t i o n   to   t h e   a m i n e   o f  

F o r m u l a   I I   and  h e a t i n g ,   as   p r e v i o u s l y   d e s c r i b e d ,  

c o n v e r t s   t h e   F o r m u l a   I I   a m i n e   to   a  s i n g l e   i s o m e r   o f  

F o r m u l a   I .  

A l t h o u g h   t h e   l a t t e r   m e t h o d   i s   p r e f e r r e d   i n  

p r e p a r i n g   i s o m e r i c a l l y   p u r e  c o m p o u n d s ,   i t   h a s   b e e n  

f o u n d   to   be  i n o p e r a b l e   i n   c e r t a i n   c a s e s .   F o r   e x a m p l e ,  

a l t h o u g h   t h e   r e a c t i o n   of   3 , 4 - d i a m i n o b e n z o t r i f l u o r i d e  

w i t h   n a p h t h a l i c   a n h y d r i d e   g i v e s   t h e   e x p e c t e d   1 0 -   a n d  

1 1 - t r i f l u o r o m e t h y l   i s o m e r s   of  F o r m u l a   I  w h i c h   a r e   t h e n  

s e p a r a t e d   by  c h r o m a t o g r a p h y ,   e x p o s u r e   of   t h e   a n h y d r i d e  

to  4 - a m i n o - 3 - n i t r o b e n z o t r i f l u o r i d e   in   t h e   m a n n e r  

d e s c r i b e d   a b o v e   u n e x p e c t e d l y   g i v e s   no  d e s i r e d   i m i d e  

i n t e r m e d i a t e .   T h i s   i n v e n t i o n ,   h o w e v e r ,   p r o v i d e s   a n  



a l t e r n a t i v e   m e t h o d   o f   p r o d u c i n g   d i r e c t l y   and  e f f i -  

c i e n t l y   i s o m e r i c a l l y   p u r e   c o m p o u n d s   r e p r e s e n t e d   b y  

F o r m u l a   I  i n   w h i c h   R  i s   t r i f l u o r o m e t h y l .  

I t   h a s   b e e n   f o u n d   t h a t   when  t h e   a l k a l i   m e t a l  

s a l t   o f   n a p h t h a l i m i d e ,   p r e p a r e d ,   f o r   e x a m p l e ,   by  t h e  

a c t i o n   o f   a n  a l k a l i   m e t a l   b a s e   s u c h   as  a  c a r b o n a t e   o r  

h y d r o x i d e   u p o n   n a p h t h a l i m i d e ,   i s   h e a t e d   in   a  h i g h  

b o i l i n g   i n e r t   s o l v e n t   w i t h   a  4-  or   5 - t r i f l u o r o m e t h y l  

s u b s t i t u t e d   o - n i t r o h a l o b e n z e n e ,   p r e f e r a b l y   i n   t h e  

p r e s e n c e   o f   an  a l k a l i   m e t a l   h a l i d e   c a t a l y s t   s u c h   a s  

p o t a s s i u m   i o d i d e   o r   p o t a s s i u m   f l u o r i d e ,   t h e   a p p r o -  

p r i a t e   N - ( t r i f l u o r o m e t h y l - s u b s t i t u t e d - o - n i t r o p h e n y l ) -  

n a p h t h a l i m i d e   c a n   be  p r e p a r e d .   T h i s   i n t e r m e d i a t e  

N - s u b s t i t u t e d   n a p h t h a l i m i d e   c an   be  r e d u c e d   and   c o n -  

d e n s e d   in   t h e   m a n n e r   p r e v i o u s l y   d e s c r i b e d   a b o v e .  

T e m p e r a t u r e s   w h i c h   a r e   e f f e c t i v e   i n   a c c o m p -  

l i s h i n g   t h e   r e a c t i o n   b e t w e e n   n a p h t h a l i m i d e   and   t h e  

t r i f l u o r o m e t h y l - s u b s t i t u t e d - o - n i t r o h a l o b e n z e n e   i n c l u d e  

t h e   r a n g e   of   5 0 - 2 0 0 ° C . ,   w i t h   1 0 0 - 1 8 0 ° C .   b e i n g   p r e -  

f e r r e d   and   1 4 0 - 1 6 0 ° C .   b e i n g   m o s t   p r e f e r r e d .   S u i t a b l e  

i n e r t ,   h i g h   b o i l i n g   p o i n t   s o l v e n t s   s u c h   a s ,   f o r  

e x a m p l e ,   d i g l y m e ,   N . N - d i m e t h y l f o r m a m i d e ,   and   d i o x a n e  

a r e   u s e d .   T h e  s o l v e n t s   e s s e n t i a l l y   s h o u l d   be  f r e e   o f  

w a t e r   to   m i n i m i z e   any   u n d e s i r a b l e   i n t e r a c t i o n   w i t h   t h e  

o - n i t r o h a l o b e n z e n e   r e a g e n t s .   P r e f e r r e d   b a s e s   c a p a b l e  

of   f o r m i n g   t h e   n a p h t h a l i m i d e   s a l t   a r e   a l k a l i   m e t a l  

c a r b o n a t e s   and   h y d r o x i d e s   s u c h   as  p o t a s s i u m   c a r b o n a t e  

and   s o d i u m   h y d r o x i d e .   A l t h o u g h   n o t   c r i t i c a l   to   t h i s  

i n v e n t i o n ,   we  h a v e   f o u n d   t h a t   s m a l l   a m o u n t s   o f   a l k a l i  

m e t a l   h a l i d e s ,   s u c h   as  p o t a s s i u m   f l u o r i d e   o r  p o t a s s i u m  



i o d i d e ,   s e r v e   to   c a t a l y z e   t h e   r e a c t i o n .   To  h a v e   s u c h  

c o m p o u n d s   p r e s e n t   in   t h e   r e a c t i o n   m i x t u r e   to   f a c i l i t a t e  

t h e   r e a c t i o n   p r o c e s s ,   t h e r e f o r e ,   i s   d e s i r a b l e .  

G e n e r a l l y ,   in   t h e   p r a c t i c e   of   t h i s   i n v e n t i o n ,  

t h e   n a p h t h a l i m i d e   i s   a l l o w e d   to   r e a c t   in   t h e   p r e s e n c e  

of  1 . 0 - 2 . 5   m o l a r   e q u i v a l e n t s   of   b a s e   and  1-3  m o l a r  

e q u i v a l e n t s   of   t h e   o - n i t r o h a l o b e n z e n e .   T h e s e   r a t i o s ,  

h o w e v e r ,   a r e   n o t   l i m i t i n g   as  to   t h e   s c o p e   of  t h i s  

i n v e n t i o n .  

The  p h a r m a c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   a c i d   a d d i -  

t i o n   s a l t s   o f   t h i s   i n v e n t i o n   i n c l u d e   s a l t s   d e r i v e d  

f r o m   i n o r g a n i c   a c i d s   s u c h   as  h y d r o c h l o r i c   a c i d ,  

n i t r i c   a c i d ,   p h o s p h o r i c   a c i d ,   s u l f u r i c   a c i d ,   h y d r o -  

b r o m i c   a c i d   o n  h y d r o i o d i c   a c i d ,   as  w e l l   as  t h o s e  

d e r i v e d   f r o m   s t r o n g   o r g a n i c   a c i d s   s u c h   as  a l i p h a t i c   o n  

a r o m a t i c   s u l f o n i c * a c i d s .   P h a r m a c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e  

s a l t s   i n c l u d e   t h e   s u l f a t e ,   n i t r a t e ,   c h l o r i d e ,   b r o m i d e ,  

i o d i d e ,   b e n z e n e s u l f o n a t e ,   t o l u e n e s u l f o n a t e ,   c h l o r o -  

b e n z e n e s u l f o n a t e ,   x y l e n e s u l f o n a t e ,   m e t h a n e s u l f o n a t e ,  

p r o p a n e s u l f o n a t e   and  n a p h t h a l e n e - I - s u l f o n a t e ,   n a p h -  

t h a l e n e - 2 - s u l f o n a t e   s a l t s .   A l s o   i n c l u d e d   w i t h i n   t h e  

s c o p e  o f   s u i t a b l e   p h a r m a c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   s a l t s  

a r e   q u a t e r n a r y   ammonium  s a l t s   f o r m e d   by ,   f o r   i n s t a n c e ,  

by  t h e   a l k y l a t i o n   o f   t h e   n i t r o g e n   a t o m   a t   t h e   1 3 -  

p o s i t i o n   of   t h e   r i n g   s y s t e m .   " P h a r m a c e u t i c a l l y -  

a c c e p t a b l e "   s a l t s   a r e   t h o s e   s a l t s   u s e f u l   in  t h e  

c h e m o t h e r a p y   of   w a r m - b l o o d e d   a n i m a l s .  

N a p h t h a l i c   a n h y d r i d e   and  n a p h t h a l i m i d e   a r e  

c o m m e r c i a l l y   a v a i l a b l e .   The  o - n i t r o h a l o b e n z e n e ,  

o - n i t r o a n i l i n e ,   and  o - p h e n y l e n e d i a m i n e   c o m p o u n d s   w h i c h  



a r e   r e q u i r e d   as  r e a c t a n t s   a r e  e i t h e r   c o m m e r c i a l l y  

a v a i l a b l e   or   c an   be  p r e p a r e d   by  known  m e t h o d s   o f  

a m i n a t i o n ,   h a l o g e n a t i o n ,   n i t r a t i o n   o r   r e d u c t i o n   o f  

s u i t a b l e   a r o m a t i c   p r e c u r s o r s .   The  r e q u i r e d   b e n z o -  

t r i f l u o r i d e   r e a c t a n t s   c a n   be  p r e p a r e d   by  t h e   f l u o r i -  

n a t i o n   o f   t h e   c o r r e s p o n d i n g   b e n z o i c   a c i d s   w i t h   s u l f u r  

t e t r a f l u o r i d e .  

As  s t a t e d   p r e v i o u s l y ,   t h e   c o m p o u n d s   o f  

F o r m u l a   I  a r e   u s e f u l   f o r   s u p p r e s s i n g   t h e   i m m u n e  

r e s p o n s e   i n   m a m m a l s .   S u c h   s u p p r e s s i o n   i n c l u d e s   t h e  

s u p p r e s s i o n   of   t h e   immune   r e s p o n s e   w h i c h   o r i g i n a t e s  

when   t h e   m a m m a l i a n   b o d y   f o r m s   a n t i b o d i e s   and   r e a c t i v e  

c e l l s   i n   r e s p o n s e   to   t h e   p r e s e n c e   o f   f o r e i g n   p r o t e i n .  

The  p r a c t i c a l   a p p l i c a t i o n   o f   i m m u n o s u p p r e s s i v e   a c t i v i t y  

i s   v a r i e d .  A n   i m p o r t a n t   a p p l i c a t i o n   of   i m m u n o s u p p r e s -  

s i v e   a c t i v i t y   i s   i n   t h e   t r a n s p l a n t i n g   o f  o r g a n s ,   b u t  

i m m u n o s u p p r e s s i v e   a c t i v i t y   c a n   be  a d v a n t a g e o u s l y  

e m p l o y e d  a l s o   in   t h e   t h e r a p y   o f   t h e   v a r i o u s   d i s e a s e s  

known   c o l l e c t i v e l y   as  " a u t o i m m u n e "   d i s e a s e s .   R e p r e -  

s e n t a t i v e   a u t o - i m m u n e   d i s e a s e s   i n c l u d e   a u t o - i m m u n e  

h e m o l y t i c   a n e m i a ,   i d i o p a t h i c   t h r o m b o c y t o p e n i c   p u r p u r a ,  

l u p u s   e r y t h e m a t o s u s ,   l u p o i d   h e p a t i t i s ,   l u p u s   n e p h r i t i s ,  

g l o m e r u l o n e p h r i t i s ,   t h e   n e p h r o t i c   s y n d r o m e ,   G o o d p a s t u r e ' s  

s y n d r o m e ,   W e g e n e r ' s   g r a n u l o m a t o s i s ,   s c h l e r o d e r m a ,  

S e z a r y ' s   d i s e a s e ,   p s o r i a s i s ,   u v e i t i s ,   r h e u m a t o i d  

a r t h r i t i s ,   u l c e r a t i v e   c o l i t i s ,   t h y r o i d i t i s   and  mumps  

o r c h i t i s .  



In   u s i n g   t h e   p r e s e n t  i m m u n o s u p p r e s s i n g  

m e t h o d ,   a d m i n i s t r a t i o n   o f   a  f o r m u l a   I  c o m p o u n d   c an   b e  

by  t h e   o r a l   or   p a r e n t e r a l   r o u t e s .   The  p r e c i s e   a m o u n t  

of   a c t i v e   a g e n t   to   be  e m p l o y e d   v a r i e s   f r o m   c o m p o u n d   t o ,  

c o m p o u n d .   H o w e v e r ,   t h e   c o m p o u n d s   of   t h i s   i n v e n t i o n  

h a v e   a  h i g h   t h e r a p e u t i c   i n d e x ,   so  t h a t   e f f e c t i v e ,  

n o n - t o x i c   d o s e s ,   in   e a c h   c a s e ,   e x t e n d  o v e r  a   w i d e  

r a n g e .   D e p e n d i n g   upon   t h e   t e s t   s y s t e m ,   t h i s   r a n g e ,   f o r  

t h e   more   a c t i v e   c o m p o u n d s  o f   t h e   s e r i e s   when  t e s t e d   i n  

s m a l l   m a m m a l s ,   e x t e n d s   f r o m   0 . 2   to   25  m g . / k g .   p e r   d a y .  

O t h e r   c o m p o u n d s   o f   t h e   s e r i e s   r e q u i r e   a  l a r g e r   d o s e ,  

s u c h   as  up  to   100  m g . / k g .   p e r   day   or   m o r e ,   in   s m a l l  

m a m m a l s .   B a s e d   u p o n   t h e  r e l a t i o n s h i p   of   d o s e s   of   o t h e r  

d r u g s   o b s e r v e d   f o r   s m a l l   v e r s u s   l a r g e   a n i m a l s   ( e . g .  

a z a t h i o p r i n e   has   a  human  d o s a g e   of   a b o u t   1-2   m g . / k g .  

w h e r e a s   t h e   m u r i n e   d o s a g e   i s   a b o u t   50  m g . / k g .   - -   s e e  

a l s o   C a n c e r   C h e m o t h e r a p y   R e p o r t s ,   50,  219  ( 1 9 6 6 ) ) ,   t h e  

a n t i c i p a t e d   e f f e c t i v e   human  d o s a g e   r a n g e   f o r   t h e   p r e s -  

e n t   c o m p o u n d s   i s   a b o u t   . 0 5 - 1 0   m g . / k g .   p e r   d a y .  

A  p r e f e r r e d   f o r m u l a t i o n   f o r   t h e   m e t h o d   o f  

t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   c o m p r i s e s   an  a c t i v e   a g e n t   o f  

F o r m u l a   I  and   one   o r   more   a d j u v a n t s   s u i t e d   to   t h e  

p a r t i c u l a r   r o u t e   of   a d m i n i s t r a t i o n .   C o m p o s i t i o n s   f o r  

o r a l   a d m i n i s t r a t i o n   may  b e ,   f o r   e x a m p l e ,   c a p s u l e s ,  

t a b l e t s ,   p i l l s ,   p o w d e r s ,   e m u l s i o n s ,   s o l u t i o n s ,   s u s p e n -  
s i o n s ,   s y r u p s ,   o r   e l i x i r s ,   c o m b i n e d   w i t h   c o n v e n t i o n a l  

a d j u v a n t s .   In  t h e   c a s e   of   s o l i d   f o r m u l a t i o n s ,   s u i t a b l e  

a d j u v a n t s   may  i n c l u d e   i n e r t   s u b s t a n c e s   s u c h   as  s u c r o s e ,  

l a c t o s e ,   and  s t a r c h .   In  t h e   c a s e   of  l i q u i d   f o r m u l a -  

t i o n s ,   s u i t a b l e   a d j u v a n t s   may  i n c l u d e ,   among  o t h e r s ,  



w a t e r   o r   m i n e r a l   o i l .   When  an  a q u e o u s   s o l u t i o n   i s  

d e s i r e d ,   an  a c i d   a d d i t i o n   s a l t   c o n v e n i e n t l y   i s   e m p l o y e d .  

S o l i d   o r   l i q u i d   f o r m u l a t i o n s   c an   i n c l u d e   l u b r i c a t i n g  

a g e n t s ,   w e t t i n g   a g e n t s ,   e m u l s i f y i n g   and   s u s p e n d i n g  

a g e n t s ,   p r e s e r v i n g   a g e n t s ,   s w e e t e n i n g   a g e n t s   o r   f l a v o r -  

i n g   a g e n t s .  

In   t h e   i n s t a n c e   of   p a r e n t e r a l   a d m i n i s t r a t i o n ,  

t h e   c o m p o u n d s   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   a r e   f o r m u l a t e d  

in   a  s u i t a b l e   s t e r i l e ,   i n j e c t a b l e   l i q u i d .   F o r   e x a m p l e ,  

a  p h a r m a c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   a c i d - a d d i t i o n   s a l t   m a y  b e  

u s e d   in   an  i s o t o n i c   s a l t   s o l u t i o n   f o r   I . V .   o r   o t h e r  

i n j e c t i o n   r o u t e .  

A  p r e f e r r e d   f o r m u l a t i o n   i s   a - u n i t   d o s a g e   f o r m  

a d a p t e d   f o r   o r a l   a d m i n i s t r a t i o n   to   o b t a i n   an  i m m u n o s u p -  

p r e s s i v e   e f f e c t ,   w h i c h   c o m p r i s e s   p e r   u n i t ,   a  c h e m o -  

t h e r a p e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   a m o u n t   o f   a  f o r m u l a   I  c o m -  

p o u n d ,   in   t h e   r a n g e   f r o m   a b o u t   0 .2   t o   a b o u t   1000   m i l l i -  

g r a m s ,   p r e f e r a b l y   i n   t h e   r a n g e   o f   2  t o   250  m i l l i g r a m s ,  

and   a  p h y s i o l o g i c a l l y - a c c e p t a b l e   d i l u e n t .  

To  f u r t h e r   i l l u s t r a t e   t h e   i n v e n t i o n ,   t h e  

f o l l o w i n g   n o n - l i m i t i n g   e x a m p l e s   a r e   p r o v i d e d .  

E x a m p l e   1  

P r e p a r a t i o n  o f   1 1 - ( t r i f l u o r o m e t h y l ) - 7 H -  

b e n z i m i d a z o [ 2 , 1 - a ] b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e  

A.  2 - [ 2 - n i t r o - 4 - ( t r i f l u o r o m e t h y l ) p h e n y l ] -  

1 H - b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 1 , 3  ( 2 H ) - d i o n e  -  

E i g h t - t e n t h s   m o l e   ( 1 5 7 . 6   g . )   o f   1 , 8 - n a p h t h a l i m i d e ,  

260  g.  ( 1 . 1 5   m . )  o f   4 - c h l o r o - 3 - n i t r o b e n z o t r i f l u o r i d e ,  



64  g.   ( 0 . 4 6   m.)  of   a n h y d r o u s   p o t a s s i u m   c a r b o n a t e ,   a b o u t  

4  g.  ( 0 . 0 2 4   m.)  of   p o t a s s i u m   i o d i d e ,   and  2400   ml .   o f  

d r y   N , N - d i m e t h y l f o r m a m i d e   w e r e   a l l o w e d   to   r e f l u x   u n d e r  

a  n i t r o g e n   a t m o s p h e r e   f o r   a b o u t   8  h o u r s .   The  r e a c t i o n  

m i x t u r e   was  a l l o w e d   to   c o o l   to   room  t e m p e r a t u r e   and  t h e  

r e a c t i o n   v e s s e l   was  t h e n   c h i l l e d   in   an  i c e - b a t h .   T h e  

r e s u l t i n g   p r e c i p i t a t e   was  f i l t e r e d ,   w a s h e d   w i t h   w a t e r ,  

and   d r i e d   in   v a c u o   to  y i e l d   c r u d e   2 - [ 2 - n i t r o - 4 -  

( t r i f l u o r o m e t h y l ) p h e n y l ] - 1 H - b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 1 , 3 -  

( 2 H ) - d i o n e .  

B.  l l - ( T r i f l u o r o m e t h y l ) - 7 H - b e n z i m i d a z o [ 2 , l -  

a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e  

2 - [ 2 - n i t r o - 4 - ( t r i f l u o r o m e t h y l ) p h e n y l ] - l H -  

b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 1 , 3  ( 2 H ) - d i o n e ,   1 3 4 . 3   g.  ( 0 . 3 4 7  

m . ) ,   was   h y d r o g e n a t e d   a t   5 5 ° C .   in   600  ml .   o f   g l a c i a l  

a c e t i c   a c i d   w i t h   15  g.  of   p a l l a d i u m - o n - c a r b o n   (5  p e r -  
c e n t )   a t   60  p s i .   The  t e m p e r a t u r e   r o s e   to   a b o u t   1 0 0 ° C . ,  

and  a f t e r   1 . 5   h o u r s ,   t h r e e   e q u i v a l e n t s   of   h y d r o g e n   w e r e  

a b s o r b e d   w i t h   t h e   t e m p e r a t u r e   r e t u r n i n g   to   r oom  t e m p e r a -  

t u r e .   The  r e a c t i o n   m i x t u r e   was  h e a t e d   to   b o i l i n g   a n d  

f i l t e r e d   to   r e m o v e   t h e   c a t a l y s t .   Upon  c o o l i n g ,   t h e  

p r e c i p i t a t e d   p r o d u c t   was  c o l l e c t e d   and  w a s h e d   w i t h   2B 

e t h a n o l .   R e c r y s t a l l i z a t i o n   f r o m   N , N - d i m e t h y l f o r m a m i d e  

y i e l d e d   a b o u t   6 9 . 2   g.  (59  p e r c e n t   y i e l d )   of   l l - ( t r i f l u -  

o r o m e t h y l ) - 7 H - b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e -  

7 - o n e ,   m . p .   a b o u t   2 1 2 - 2 1 4 ° C .  

A n a l y s i s :   C 1 9 H 9 F 3 N 2 O ;  
C a l c :   C,  6 7 . 4 6 ;   H,  2 . 6 8 ;   N,  8 . 2 8 ;   F,  1 6 . 8 5 ;  

F o u n d :   C,  6 7 . 1 9 ;   H,  2 . 4 8 ;   N,  7 . 9 9 ;   F,  1 6 . 8 3 .  



The  i n t e r m e d i a t e   a m i n e   o f   F o r m u l a   I I   in   w h i c h   R  i s  

t r i f l u o r o m e t h y l ,   t h a t   i s   2 - [ 2 - a m i n o - 4 - ( t r i f l u o r o -  

m e t h y l )  p h e n y l ] - 1 H - b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 1 , 3 - ( 2 H ) - d i o n e ,  

can   be  p r e p a r e d   and   i s o l a t e d   as  a b o v e   e x c e p t   t h e  

r e d u c t i o n   i s . p e r f o r m e d   i n   DMF  a t   room  t e m p e r a t u r e .  

The  p r o d u c t   o b t a i n e d   (50%  y i e l d )   has   m . p .   2 6 1 - 2 6 2 ° .  

E x a m p l e   2 

A l t e r n a t e   p r e p a r a t i o n   of   10-   and   l l - ( t r i -  

f l u o r o m e t h y l ) - 7 H - b e n z i m i d a z o [ 2 , l - a ] b e n z [ d e ] i s o q u i n o -  

l i n e - 7 - o n e  

O n e - t e n t h   m o l e   ( 2 0 . 6   g . )   o f   4 - a m i n o - 3 - n i t r o -  

b e n z o t r i f l u o r i d e   was  c a t a l y t i c a l l y   r e d u c e d   to   t h e  

r e s p e c t i v e   d i a m i n e   in   350  m l . . o f   2B  e t h a n o l   u s i n g   a b o u t  

3  g.  o f   R a n e y   n i c k e l   a t   a b o u t   60  p s i .   A f t e r   t h e   u p t a k e  

c e a s e d ,   t h e   c a t a l y s t   was  f i l t e r e d   o f f   and   t h e   f i l t r a t e  

was  h e a t e d   w i t h   1 9 . 8   g.  ( 0 . 1   m.)  of   n a p h t h a l i c   a c i d  

a n h y d r i d e   i n   a  s e a l e d   bomb  a t   1 8 0 ° C .   f o r   a b o u t   16  h o u r s .  

Upon  c o o l i n g ,   t h e   r e s u l t i n g   s o l i d   was  c o l l e c t e d   b y  

f i l t r a t i o n   and   r e c r y s t a l l i z e d   f r o m   e t h y l   a c e t a t e .  

A d d i t i o n a l   m a t e r i a l   was  r e c o v e r e d   by  a d d i n g   w a t e r   to  t h e  

a b o v e   f i l t r a t e ,   e x t r a c t i n g   w i t h   e t h y l   a c e t a t e ,   a n d  

e v a p o r a t i n g   t h e   e t h y l   a c e t a t e .   C r y s t a l l i z a t i o n   f r o m  

e t h a n o l   r e s u l t e d   in   m a t e r i a l   w i t h   a  m . p .   a b o u t   1 9 8 ° C .  

( d e c . ) .   T o t a l   w e i g h t   r e c o v e r e d   f r o m   b o t h   c r y s t a l l i z a -  

t i o n s   was  1 6 . 9  g .   (50  p e r c e n t   y i e l d ) .   T h i n   l a y e r  

c h r o m a t o g r a p h y  o n   s i l i c a   g e l   ( e l u t i n g   s o l v e n t :   t o l u e n e /  

e t h y l   a c e t a t e ,   4 : 1 )   r e v e a l e d   t h e   p r e s e n c e   of   two  m a j o r  

c o m p o n e n t s   in   a p p r o x i m a t e l y   e q u a l   a m o u n t s .  



When  1 0 . 0  g .   of   t h e   a b o v e   m i x t u r e   w e r e   s u b -  

j e c t e d   t o   r e v e r s e - p h a s e   h i g h   p r e s s u r e   l i q u i d   c h r o m a -  

t o g r a p h y , '   1 . 3   g.  o f   t h e   l e s s   p o l a r   p r o d u c t ,   l l - ( t r i -  

f l u o r o m e t h y l ) - 7 H - b e n z i m i d a z o [ 2 , l - a ] b e n z [ d e ] i s o q u i n o l i n e -  

7 - o n e ,   y e l l o w   c r y s t a l s   f r o m   e t h y l   a c e t a t e ,   m . p .   a b o u t  

2 1 7 - 2 1 9 ° C . ,   and  1 . 8   g.  of   t h e   more   p o l a r   p r o d u c t ,  1 0 -  

( t r i f l u o r o m e t h y l ) - 7 H - b e n z i m i d a z o [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o -  

q u i n o l i n e - 7 - o n e ,   y e l l o w   c r y s t a l s   f rom  e t h y l   a c e t a t e ,  

m . p .   a b o u t   2 3 7 - 2 3 9 ° C . ,   w e r e   r e c o v e r e d .  

E x a m p l e   3 

P r e p a r a t i o n   o f   1 0 -   and  1 1 - c h l o r o - 7 H - b e n z -  

i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e  

F o l l o w i n g   t h e   p r o c e d u r e   of  E x a m p l e   2 ,  

1 4 . 2   g.  ( 0 . 1   m.)  o f   4 - c h l o r o - 2 - n i t r o a n i l i n e   w e r e  

c a t a l y t i c a l l y   r e d u c e d   w i t h   5%  s u l f i d e d   p l a t i n i u m - o n -  

c a r b o n  a n d   r e a c t e d   w i t h   1 9 . 8   g.  ( 0 . 1   m.)  of   n a p h t h a l i c  

a n h y d r i d e   to  g i v e   t h e   m i x t u r e   of  t h e   10-  and   1 1 - c h l o r o  

i s o m e r s ,   in   a  61%  y i e l d ,   m . p .   a b o u t   2 0 0 - 2 0 3 ° C .   ( r e c r y s -  

t a l l i z e d   f rom  N , N - d i m e t h y l f o r m a m i d e ) .   P r e p a r a t i v e   HPLC 

and  r e c r y s t a l l i z a t i o n   f r o m   e t h y l   a c e t a t e   g a v e   t h e   p u r e  
i s o m e r s .  

1 1 - c h l o r o - 7 H - b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e -  

7 - o n e ,   m . p .   a b o u t   2 3 3 - 2 3 5 ° C .  

A n a l y s i s :   C 1 8 H 9 C l N 2 O ;  
C a l c . :   C,  7 0 . 9 5 ;   H,  2 . 9 8 ;   N,  9 . 1 9 ;  

F o u n d :   C,  7 0 . 6 8 ;   H,  3 . 1 6 ;   N,  9 . 1 6 .  

1 0 - c h l o r o - 7 H - b e n z i m i d a z o [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 7 -  

o n e ,   m . p .   a b o u t   2 2 8 - 2 3 0 ° C .  

A n a l y s i s :   C 1 8 H 9 C l N 2 O ;  
C a l c . :   C,  7 0 . 9 5 ;   H,  2 . 9 8 ;   N,  9 . 1 9 ;  

F o u n d :   C,  7 0 . 6 8 ;   H,  2 . 8 7 ;   N,  9 . 3 4 .  



E x a m p l e   4 

P r e p a r a t i o n   o f   10 -   and  1 1 - b r o m o - 7 H - b e n z i m i d a z o -  

[ 2 , l - a ] b e n z [ d e ] i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e  

F o l l o w i n g   t h e   p r o c e d u r e   of   E x a m p l e  2 ,   2 1 . 7   g .  

( 0 . 1   m.)  of   4 - b r o m o - 2 - n i t r o a n i l i n e   w e r e   c a t a l y t i c a l l y  

r e d u c e d   i n   100  m l .   o f   a c e t i c   a c i d   w i t h   5%  s u l f i d e d  

p l a t i n u m - o n - c a r b o n .   A f t e r   f i l t r a t i o n   o f   t h e   c a t a l y s t ,  

1 9 . 8   g.  ( 0 . 1   m.)  of   n a p h t h a l i c   a n h y d r i d e   w e r e   a d d e d   i n  

300  ml .   o f   2B  e t h a n o l .   A f t e r   h e a t i n g   and   c o o l i n g   a s  

d e s c r i b e d   in   E x a m p l e   2,  t h e   p r o d u c t s   w e r e   r e c o v e r e d   b y  

f i l t r a t i o n   i n   a  40%  y i e l d ,   m . p .   a b o u t   1 8 6 - 1 8 8 ° C .  

( r e c r y s t a l l i z e d   f r o m   N , N - d i m e t h y l f o r m a m i d e ) .   P r e p a -  

r a t i v e   HPLC  and   r e c r y s t a l l i z a t i o n   f rom  e t h y l   a c e t a t e  

g a v e   t h e   p u r e   i s o m e r s .  

1 1 - b r o m o - 7 H - b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ] b e n z [ d e ] i s o q u i n o l i n e - 7 -  

o n e ,   m . p .   a b o u t   2 2 0 - 2 2 2 ° C .  

A n a l y s i s :   C 1 8 H 9 B r N 2 O ;  
C a l c . :   C,  6 1 . 9 1 ;   H,  2 . 6 0 ;   N,  8 . 0 2 ;  

F o u n d :   C,  6 1 . 8 5 ;   H,  2 . 7 3 ;   N,  7 . 8 6 .  

1 0 - b r o m o - 7 H - b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 7 -  

o n e ,   m . p .   a b o u t   2 0 8 - 2 1 0 ° C .  

A n a l y s i s :   C 1 8 H 9 B r N 2 O ;  
C a l c . :   C,  6 1 . 9 1 ;   H,  2 . 6 0 ;   N,  8 . 0 2 ;  

F o u n d :   C,  6 1 . 9 5 ;   H,  2 . 5 4 ;   N,  7 . 7 6 .  



E x a m p l e   5 

P r e p a r a t i o n   of   10-   and  1 1 - f l u o r o - 7 H - b e n z -  

i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e  

F o l l o w i n g   t h e   p r o c e d u r e   of   E x a m p l e   2,  1 5 . 6   g .  

( 0 . 1   m.)  o f   4 - f l u o r o - 2 - n i t r o a n i l i n e   w e r e   c a t a l y t i c a l l y  

r e d u c e d   i n   400  m l .   of   2B  e t h a n o l   w i t h   R a n e y   n i c k e l .  

A f t e r   f i l t r a t i o n   o f  t h e   c a t a l y s t ,   1 9 . 8   g.  ( 0 . 1   m.)  o f  

n a p h t h a l i c   a n h y d r i d e   w e r e   a d d e d ,   and  a f t e r   h e a t i n g   a n d  

c o o l i n g   as  d e s c r i b e d   in   E x a m p l e   2,  t h e   p r o d u c t s   w e r e  

r e c o v e r e d   by  f i l t r a t i o n .   C r y s t a l l i z a t i o n   f r o m   t e t r a -  

h y d r o f u r a n   r e s u l t e d   in   a  45  p e r c e n t   y i e l d   o f   t h e   i s o m e r  

m i x t u r e ,   m . p .   a b o u t   2 1 5 - 2 1 7 ° C .   P r e p a r a t i v e   HPLC  o f  

a b o u t   5  g.  of   t h e   m i x t u r e   f o l l o w e d   by  c r y s t a l l i z a t i o n  

f r o m   t e t r a h y d r o f u r a n   gave   1 .6   g.  of   1 1 - f l u o r o - 7 H -  

b e n z i m i d a z o [ 2 , l - a ] b e n z [ d e ] i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e ,   m . p .   a b o u t  

2 2 8 - 2 3 0 ° C . ,   and  a  s m a l l   a m o u n t   of  t h e   1 0 - f l u o r o   i s o m e r .  

1 1 - f l u o r o - 7 H - b e n z i m i d a z o [ 2 , 1 - a ] b e n z [ d e ] i s o q u i n o l i n e - 7 -  

o n e  

A n a l y s i s :   C18H9FN2O;  
C a l c . :   C,  7 5 . 0 0 ;   H,  3 . 1 5 ;   N,  9 . 7 2 ;  

F o u n d :   C,  7 5 . 2 4 ;   H,  3 . 2 1 ;   N,  9 . 7 5 .  

E x a m p l e   6 

P r e p a r a t i o n   of  1 1 - ( t r i f l u o r o m e t h y l ) - 7 H -  

b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n - 7 - o n e   4 - m e t h y l -  

b e n z e n e   s u l f o n a t e  

1 1  ( T r i f l u o r o m e t h y l ) - 7 H - b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ] -  

b e n z [ d e ] i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e   ( .1   g . )   was  d i s s o l v e d   i n  

2 0   ml.   of   THF  and  .1  c.  of  p - t o l u e n e s u l f o n i c   a c i d  



m o n o h y d r a t e   i n   10  ml .   o f   THF  was  a d d e d .   The  s o l u t i o n  

was  s t i r r e d   a t   room  t e m p e r a t u r e   w h e r e u p o n   a  c r y s t a l l i n e  

p r e c i p i t a t e   f o r m e d .   A f t e r   1  h o u r ,   t h e   s o l i d   was  c o l -  

l e c t e d   and   w a s h e d   s e v e r a l   t i m e s   w i t h   THF  to  y i e l d   l i g h t  

y e l l o w   c r y s t a l s   of   t h e   p r o d u c t ,   m . p .   2 2 7 - 2 2 9 ° .  

A n a l y s i s   f o r   C 2 6 H 1 7 N 2 0 4 S F 3  
C a l c . :   C,  6 1 . 1 7 ;   H,  3 . 3 6 ;   N,  5 . 4 9 ;  

F o u n d :   C,  6 1 . 3 7 ;   H,  3 . 3 3 ;   N,  5 . 6 3 .  

E x a m p l e   7 

P r e p a r a t i o n   o f   1 1 - c h l o r o - 7 H - b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 -  

a ] b e n z [ d e ] i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e   4 - m e t h y l b e n z e n e   s u l f o n a t e  

1 1 - C h l o r o - 7 H - b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o -  

q u i n o l i n e - 7 - o n e   ( .1   g . )   was  d i s s o l v e d   in   a b o u t   30  m l .  

o f   THF  and   .1  g.  of   p - t o l u e n e s u l f o n i c   a c i d   in   10  ml .   o f  

THF  was  a d d e d .   A f t e r   s t a n d i n g   a t   room  t e m p e r a t u r e   f o r  

a b o u t   3  h o u r s ,   t h e   r e s u l t i n g   c r y s t a l l i n e   p r e c i p i t a t e  

was  c o l l e c t e d   and  w a s h e d   w i t h   THF  to   y i e l d   y e l l o w  

c r y s t a l l i n e   p r o d u c t ,   m . p .   2 2 0 - 2 2 5 ° .  

A n a l y s i s   f o r   C 2 5 H 1 7 N 2 O 4 S C l  
C a l c . :   C,  6 2 . 9 6 ;   H,  3 . 5 9 ;   N,  5 . 8 7 ;  

F o u n d :   C,  6 2 . 9 8 ;   H,  3 . 4 1 ;   N,  5 . 8 5 .  

E x a m p l e   8 

P r e p a r a t i o n   of   1 3 - m e t h y l - 7 - o x o - 1 1 - ( t r i f l u o r o -  

m e t h y l ) - 7 H - b e n z i m i d a z o [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n i u m  

4 - m e t h y l b e n z e n e s u l f o n a t e  

S i x   g r a m s   ( 0 . 0 1 8   m.)  of   l l - ( t r i f l u o r o m e t h y l ) -  

7 H - b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e   w e r e  

h e a t e d   to   a b o u t   1 0 0 ° C .   in   25  ml .   of  m e t h y l   p - t o l u e n e -  



s u l f o n a t e   f o r   a b o u t   16  h o u r s   u n d e r   a  n i t r o g e n   a t m o s -  

p h e r e .   A f t e r   c o o l i n g ,   t h e   s o l u t i o n   was  p o u r e d   i n t o  

e t h e r .   The  s o l i d s   w e r e   c o l l e c t e d   and  r e c r y s t a l l i z e d  

t w i c e   f r o m   m e t h a n o l / e t h e r   to   g i v e   4 .7   g.  ( 5 0 . 5   p e r c e n t  

y i e l d )   o f   t h e   d e s i r e d   p r o d u c t ,   m . p .   a b o u t   2 6 3 - 2 6 5 ° C .  

A n a l y s i s :   C 2 7 H 1 9 F 3 N 2 O 4 S ;  
C a l c . :   C,  6 1 . 8 3 ;   H,  3 . 6 5 ;   N,  5 . 3 4 ;  

F o u n d :   C,  6 1 . 5 4 ;   H,  3 . 6 4 ;   N,  5 . 1 1 .  

E x a m p l e s   9 - 2 1  

Mouse  H e m a g g l u t i n i n   a s s a y ,   o r a l   a d m i n i s t r a -  

t i o n   ( p o o l e d   s e r u m   a s s a y   p r o c e d u r e )  

G r o u p s   of   f i v e   2 0 - g r a m ,   m a l e ,   r a n d o m - b r e d ,  

S w i s s   m i c e   r e c e i v e d   i n t r a v e n o u s   i n j e c t i o n s ' o f   5  X  1 0 7  

s h e e p   r e d   b l o o d   c e l l s .   The  c e l l s   f o r   t h e s e   i n j e c t i o n s  

w e r e   p r e p a r e d   f r o m   l a m b ' s   b l o o d   ( c o l l e c t e d   in   A l s e v e r ' s  

s o l u t i o n )   by  w a s h i n g   t h r e e   t i m e s   w i t h   0 . 8 5   p e r c e n t  

s a l i n e .   N i n e   d a i l y   d o s e s   of   e a c h   compound   to   be  t e s t e d ,  

s o l u b i l i z e d   in  p o l y e t h y l e n e   g l y c o l   400,   w e r e   a d m i n i s -  

t e r e d   o r a l l y   in  0 .1   ml .   d o s e s ,   c o m m e n c i n g   t h r e e   d a y s  

p r i o r   to   r e d   b l o o d   c e l l   i n j e c t i o n .   S e v e r a l   d o s e   l e v e l s  

of  e a c h   c o m p o u n d   w e r e   e m p l o y e d ,   a t   2 - f o l d   i n c r e m e n t s .  

A  c o n t r o l   g r o u p   of  m i c e ,   r e c e i v i n g   a  r e d   b l o o d   c e l l  

i n j e c t i o n   and   n i n e   d a i l y   d o s e s   of  v e h i c l e   i n s t e a d   o f  

d r u g ,   was  i n c l u d e d .   S i x   d a y s   a f t e r   t h e   a n t i g e n   i n j e c -  

t i o n s ,   t h e   m i c e   w e r e   b l e d   by  c a r d i a c   p u n c t u r e   and  t h e  

b l o o d - f r o m   e a c h   5 - m o u s e   g r o u p   p o o l e d .   The  s e r a   f r o m  

t h e   p o o l s ,   f o l l o w i n g   c o m p l e m e n t   i n a c t i v a t i o n   ( 5 6 ° C .   f o r  

30  m i n u t e s ) ,   w e r e   a s s a y e d   f o r   h e m a g g l u t i n i n   c o n t e n t  

u s i n g   an  " A u t o t i t e r   10"  a p p a r a t u s   (Ames  D i v . ,   M i l e s  



L a b o r a t o r i e s )   p r o g r a m e d   to   p r e p a r e   s e r i a l   2 - f o l d   s a l i n e  

d i l u t i o n s  o f   t h e   t e s t   s e r a   i n   0 . 2 5   p e r c e n t   s h e e p   r e d  

b l o o d   c e l l   s u s p e n s i o n   in   m i c r o t i t r a t i o n   t r a y s .   F o l l o w -  

i n g   i n c u b a t i o n   o f   t h e   t r a y s   f o r   3  h o u r s   a t   3 7 ° C . ,   t h e  

h e m a g g l u t i n a t i o n   p a t t e r n s   w e r e   g r a d e d .   A  4 - f o l d   ( 7 5  

p e r c e n t )   o r   g r e a t e r   a n t i b o d y   r e d u c t i o n   ( in   t h e   t e s t  

s e r u m   as   c o m p a r e d   w i t h   t h e   c o n t r o l   s e r u m )   was  c o n s i d -  

e r e d   s i g n i f i c a n t .   The  r e s u l t s   w e r e   e x p r e s s e d   as  t h e  

min imum  e f f e c t i v e   d o s e   ( " M E D " )  -   t h e   l o w e s t   d r u g   d o s e  

p r o d u c i n g   75  p e r c e n t   or   g r e a t e r   a n t i b o d y   s u p p r e s s i o n .  

The  r e s u l t s   of   t e s t i n g   t h e   c o m p o u n d s   of   t h i s  

i n v e n t i o n   f o r   t h e i r   a b i l i t y   t o   r e d u c e   a n t i b o d y   p r o d u c -  

t i o n   a r e   s u m m a r i z e d   in   T a b l e   I .   A z a t h i o p r i n e   ( IMURAN),  

w h i c h   i s   u s e d   f o r   c l i n i c a l   i m m u n o s u p p r e s s i o n ,   has   a n  

MED  o f   100  m g . / k g .   X  9  in   t h i s   t e s t .  



E x a m p l e s   2 2 - 2 5  

I n d i v i d u a l   s e r u m   a s s a y   p r o c e d u r e  

In  t h e s e   t e s t s ,   t h e   p r o c e d u r e   d e s c r i b e d   a b o v e  
in  E x a m p l e s   7 - 1 9   was  m o d i f i e d   by  t h e   u s e   of  1 0 - m o u s e  

g r o u p s ,   r a t h e r   t h a n   5 - m o u s e   g r o u p s .   The  m i c e   were   b l e d  

as  b e f o r e ,   b u t   t h e   s e r a   were   t i t e r e d   i n d i v i d u a l l y  



r a t h e r   t h a n   as  a  p o o l .   Mean  h e m a g g l u t i n i n   v a l u e s  

( l o g 2 ) + S . E .   w e r e   c a l c u l a t e d   f o r   e a c h   1 0 - m o u s e   g r o u p   a n d  

p  v a l u e s   (by  S t u d e n t ' s   t  T e s t ) ,   in   c o m p a r i s o n   w i t h   t h e  

c o n t r o l   g r o u p ,   w e r e   d e t e r m i n e d .   The  l o w e s t   d r u g   d o s e  

s i g n i f i c a n t l y   ( p < 0 . 0 5 )   l o w e r i n g   a n t i b o d y   t i t e r   d e f i n e d  

t h e   e n d p o i n t .   The  d r u g s   w e r e   a d m i n i s t e r e d   o r a l l y   i n  

t e n   d a i l y   d o s e s ,   c o m m e n c i n g   t h r e e   d a y s   p r i o r   to   r e d  

b l o o d   c e l l   i n j e c t i o n .   D r u g s   w e r e   s u s p e n d e d   in   a  

v e h i c l e   c o m p o s e d   of   s a l i n e   c o n t a i n i n g   0 . 1 2 5   p e r c e n t  

m e t h y l c e l l u l o s e   and   0 . 2   p e r c e n t   n o n i o n i c   e m u l s i f y i n g  

a g e n t .   A n t i b o d y   ( h e m a g g l u t i n i n )   d e t e r m i n a t i o n s   w e r e  

made   s e v e n   d a y s   f o l l o w i n g   a  r e d   b l o o d   c e l l   i n j e c t i o n .  

T y p i c a l   r e s u l t s   o b t a i n e d   i n   t h e  i n d i v i d u a l   s e r u m   a s s a y  

t e s t   w i t h   r e p r e s e n t a t i v e   c o m p o u n d s   of   t h e   i n v e n t i o n   a r e  

s u m m a r i z e d   i n   T a b l e   I I .   A z a t h i o p r i n e   h a s   an  e n d p o i n t  

d o s e   o f   100  m g . / k g .   X  10  P . O .   i n   t h i s   a s s a y   s y s t e m .  



E x a m p l e s   2 6 - 3 0  

G r a f t - V e r s u s - H o s t   (GVH)  r e a c t i o n  

In  t h i s   t e s t ,   p a r e n t a l   (C57BL)  mouse   s p l e e n  

c e l l s   a r e   i n j e c t e d   i n t o   m i c e   of   an  F1  h y b r i d   s t r a i n  

(C57BL  x  C3H) .   The  r e c i p i e n t   m i c e   do  n o t   r e j e c t   t h e  

i n j e c t e d   s p l e e n   c e l l s ,   b e c a u s e   t h e   h y b r i d   r e c o g n i z e s  

C 5 7 B L - r e l a t e d   a n t i g e n s   f r o m   i t s   h o m o z y g o u s   p a r e n t   a s  

" s e l f . "   The  i n j e c t e d   c e l l s ,   h o w e v e r ,   m o u n t   a  r e a c t i o n  

to  t h e   r e c i p i e n t ' s   t i s s u e   due  to  t h e   f o r e i g n   C 3 H -  

d e r i v e d   a n t i g e n s .   As  a  c o n s e q u e n c e ,   t h e   r e c i p i e n t ' s  

s p l e e n   b e c o m e s   e n l a r g e d .   I m m u n o s u p p r e s s i o n   p r e v e n t s   o r  

r e d u c e s   t h i s   e n l a r g e m e n t .   T h u s ,   s p l e e n   w e i g h t s  p r o v i d e  

a  m e a s u r e   of   t h e   GVH  r e a c t i o n   and  i t s   r e d u c t i o n . u n d e r  

i m m u n o s u p p r e s s i o n .  

A  m o d i f i c a t i o n   of   S i m o n s e n ' s   o r i g i n a l   p r o c e -  

d u r e   (Ann.   N.Y.   A c a d .   S c i . ,   73,  834  ( 1 9 5 8 ) )   was  e m p l o y e d .  

L a r g e   c r o p s   of   s p l e e n   c e l l s   were   o b t a i n e d ,   w i t h o u t   t h e  

g e n e r a l l y   e m p l o y e d   m a n u a l   t e a s i n g   of   s p l e e n s ,   by  u s i n g  

W a r i n g   b l e n d o r s   w i t h   t h e   c u t t i n g   b l a d e s   r e v e r s e d .   Two 

s i x - s e c o n d   b l e n d i n g   p e r i o d s   b u f f e t e d   t h e   s p l e e n s  

( b a t c h e s   of   25  C57BL  s p l e e n s   in   2 5 - m l .   s a l i n e )   s u f f i -  

c i e n t l y   t o   f r e e   t h e   c e l l s   f r om  t h e   c o n n e c t i v e   t i s s u e .  

The  l a t t e r   was  r e m o v e d   by  f i l t r a t i o n   t h r o u g h   s e v e r a l  

t h i c k n e s s e s   of   c h e e s e c l o t h .   C e l l   s u s p e n s i o n s   p r e p a r e d  

in  t h i s   f a s h i o n   w e r e   s t a n d a r d i z e d ,   by  m e a n s   of  L e v y -  

H a u s s e r   c h a m b e r   c o u n t s ,   to   c o n t a i n   6  X  108  n u c l e a t e d  

c e l l s   p e r   ml .   G r o u p s   of  t e n   16 -18   gram  C57BL  X  C3H 

mice   w e r e   i n j e c t e d   i n t r a p e r i t o n e a l l y   w i t h   I  ml.   of  t h e  

d o n o r   c e l l   s u s p e n s i o n .   The  c o m p o u n d s   w e r e   a d m i n i s t e r e d  



e i t h e r   o r a l l y   ( P . O . )  o r   s u b c u t a n e o u s l y   ( S . C . )   in   a  

v e h i c l e   c o m p o s e d   of   s a l i n e   c o n t a i n i n g   0 .125%  m e t h y l -  

c e l l u l o s e   a n d   0.2%  e m u l p h o r ,   c o m m e n c i n g   3  d a y s   p r i o r   t o  

c e l l   i n j e c t i o n   and   c o n t i n u i n g   d a i l y   f o r   13  d a y s .  

C o n t r o l   a n i m a l s   r e c e i v e d   o n l y   c e l l s   and  v e h i c l e .   T h e  

s p l e e n s   w e r e   r e m o v e d   and   w e i g h e d   10  d a y s   f o l l o w i n g   c e l l  

i n j e c t i o n ,   a n d   t h e   mg.  s p l e e n / g r a m   body   w e i g h t   w a s  

c a l c u l a t e d .  

The   c o m p o u n d s   w e r e   a d m i n i s t e r e d   a t   s e v e r a l  

d o s e   l e v e l s   a n d   t h e   mean  s p l e e n / b o d y   w e i g h t   r a t i o   a t  

e a c h   d o s e   l e v e l   was  c o m p a r e d   t o   t h e   c o n t r o l   g r o u p   w h i c h  

r e c e i v e d   o n l y   t h e   v e h i c l e .   The  p  v a l u e s   (by  S t u d e n t ' s  

t w o - t a i l   t  T e s t )   w e r e   d e t e r m i n e d   as   c o m p a r e d   t o   t h e  

c o n t r o l   g r o u p .   The  l o w e s t   d r u g   d o s e   s i g n i f i c a n t l y  

( p < 0 . 0 5 )   l o w e r i n g   t h e   s p l e e n / b o d y   w e i g h t   r a t i o   d e f i n e d  

t h e   e n d p o i n t .   The  r e s u l t s   o b t a i n e d   i n   t h e   g r a f t - v e r s u s -  

h o s t   r e a c t i o n   w i t h   t h e   c o m p o u n d s   o f   t h i s   i n v e n t i o n   a n d  

s t a n d a r d   c o m p o u n d s   a r e   s u m m a r i z e d   i n   T a b l e   I I I .  





E x a m p l e   3 1  

A d j u v a n t - i n d u c e d   a r t h r i t i s   t e s t   in   r a t s  

1 1 - T r i f l u o r o m e t h y l - 7 H - b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ] -  

b e n z [ d e ] i s o q u i n o l i n e - 7 - o n e   was  t e s t e d   f o r   i t s   a b i l i t y  

to   a l t e r   h i n d   paw  s w e l l i n g   and   b o n e   d a m a g e   r e s u l t i n g  

f r o m   a d j u v a n t - i n d u c e d   e d e m a   in   r a t s .   In   o r d e r   t o  

q u a n t i t a t e   t h e   i n h i b i t i o n   o f   h i n d   paw  s w e l l i n g   r e -  

s u l t i n g   f r o m   a d j u v a n t - i n d u c e d   a r t h r i t i s ,   two  p h a s e s   o f  

i n f l a m m a t i o n   h a v e   b e e n   d e f i n e d :   (1)  t h e   p r i m a r y   a n d  

s e c o n d a r y   i n j e c t e d   h i n d   paw ,   and   (2)  t h e   s e c o n d a r y  

u n i n j e c t e d   h i n d   paw,   w h i c h   g e n e r a l l y   b e g i n s   d e v e l o p i n g  

a b o u t   e l e v e n   d a y s   f r o m   t h e   i n d u c t i o n   of   i n f l a m m a t i o n  

in   t h e   i n j e c t e d   paw.   R e d u c t i o n   o f   t h e .  l a t t e r   t y p e   o f  

i n f l a m m a t i o n   i s   an  i n d i c a t i o n   of   i m m u n o s u p p r e s s i v e  

a c t i v i t y .   Cf .   C h a n g ,   A r t h .   R h e u m . ,   20 ,   1 1 3 5 - 1 1 4 1  

( 1 9 7 7 ) .   F e n o p r o f e n   (40  m g . / k g . )   was  i n c l u d e d   as  a  

s t a n d a r d   a n t i - i n f l a m m a t o r y   c o m p o u n d   f o r   c o m p a r a t i v e  

e v a l u a t i o n   ( N i c k a n d e r   e t .   a l . ,   F e d .   P r o c .   A n n u a l   FASEB 

M t g s . ,   A p r i l ,   1 9 7 1 ,   ABS  No.  2 0 5 ) .  

A d j u v a n t   a r t h r i t i s   was  i n d u c e d   in   m a l e  

L e w i s - W i s t a r   r a t s   ( 2 0 0 - 2 1 0   g r a m s )   by  a  s i n g l e   s u b -  

p l a n t a r   i n j e c t i o n   i n t o   t h e   r i g h t   h i n d   paw  of  0 .1   ml .   o f  

a  0.5%  s u s p e n s i o n   of   h e a t - k i l l e d ,   l y o p h i l i z e d   M y c o -  

b a c t e r i u m   t u b e r c u l o s i s   ( C a l b i o c h e m - P e r r i g e n - C )   i n  

m i n e r a l   o i l   (a  m o d i f i c a t i o n   o f   a  m e t h o d   r e p o r t e d   b y  

W i n t e r   e t   a l . ,   A r t h .   R h e u m . ,   9,  3 9 4 - 3 9 7   ( 1 9 6 6 ) ) .   O n e  

g r o u p   o f   10  r a t s   ("TB  c o n t r o l " )   r e c e i v e d   o n l y   t h i s  

t r e a t m e n t .   A n o t h e r   g r o u p   o f   5  r a t s   r e c e i v e d   no  t r e a t -  

m e n t   ( n o r m a l   c o n t r o l ) .   E a c h   c o m p o u n d   to   be  t e s t e d   w a s  



s u s p e n d e d   i n   c a r b o x y m e t h y l c e l l u l o s e   (1%)  and  a d m i n i s -  

t e r e d   by  g a v a g e   to   r a t s   ( g r o u p s   of   5  e a c h )   in   d a i l y  

o r a l   d o s e s   of   100  m g . / k g .   ( T e s t   1)  and  50  m g . / k g .  

( T e s t   2 ) ,   b e g i n n i n g   on  d a y  o n e   and   c o n t i n u i n g   t h r o u g h  

t h e   2 3 r d   d a y   a f t e r   t h e   a d j u v a n t   i n j e c t i o n   (24  d o s e s ) .  

Paw  v o l u m e s   w e r e   m e a s u r e d   by  m e r c u r y   d i s p l a c e m e n t   u s i n g  

a  S t a t h a m   p r e s s u r e   t r a n s d u c e r   and   d i g i t a l   v o l t m e t e r .  

V o l u m e s   o f   b o t h   t h e   i n j e c t e d   and   t h e   u n i n j e c t e d   h i n d  

paws  w e r e   m e a s u r e d   o n  d a y s   11,   14 ,   16,   18,  21,  23,  a n d  

25.  X - r a y   p h o t o s   were   t a k e n   on  day   25,  a f t e r  . t h e  

a n i m a l s   w e r e   s a c r i f i c e d .   The  paw  v o l u m e   m e a s u r e m e n t s  

on  t h e   u n i n j e c t e d   paw  b e g i n n i n g   w i t h   day  11  t h r o u g h   d a y  

25  w e r e   c o m p u t e r   p l o t t e d   f o r   t h e   TB  c o n t r o l s ,   t h e  

n o r m a l   c o n t r o l s ,   and  t h e   d r u g - t r e a t e d   a n i m a l s ,   and  t h e  

a r e a s   u n d e r   t h e   c u r v e s   [(TB  c o n t r o l s   m i n u s   n o r m a l  

c o n t r o l s )   and   ( t r e a t e d   a n i m a l s   m i n u s   n o r m a l   c o n t r o l s ) ]  

w e r e   d e t e r m i n e d .   The  r e s u l t s   a r e   s u m m a r i z e d   in   T a b l e   I V .  



G r o s s   o b s e r v a t i o n   of  X - r a y   p h o t o s   t a k e n   o f  

u n i n j e c t e d   paws  s h o w e d   a  94%  ( T e s t   1)  and   88%  ( T e s t   2 )  

i n h i b i t i o n   of   b o n e   d a m a g e   in   t h e   t r e a t e d   a n i m a l s   a s  

c o m p a r e d   to   t h e   TB  c o n t r o l   g r o u p .   A  s u b s t a n t i a l  

i n h i b i t i o n   of   b o n e   d a m a g e   (68%  in  T e s t   1,  66%  i n  

T e s t   2)  was  a l s o   s e e n  i n   a  c o m p a r i s o n   o f   t h e   i n j e c t e d  

p a w s .  



1.  A  c o m p o u n d   of  F o r m u l a   I :  

in   w h i c h   R  i s   b r o m o ,   c h l o r o ,   f l u o r o ,   o r   t r i f l u o r o -  

m e t h y l ,   e a c h   a t   t h e   10  or   11  p o s i t i o n ,   or   a  p h a r m a -  

c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   s a l t   t h e r e o f ,   f o r   u se   as  a  

p h a r m a c e u t i c a l .  

2.  A  c o m p o u n d   as  d e f i n e d   i n - C l a i m   1  f o r   u s e  

as  an  i m m u n o s u p p r e s s i v e   in  w a r m - b l o o d e d   a n i m a l s .  

3.  A  p h a r m a c e u t i c a l   f o r m u l a t i o n   w h i c h  

c o m p r i s e s   as  an  a c t i v e   i n g r e d i e n t   a  c o m p o u n d   o f  

F o r m u l a   I  as  d e f i n e d   in   C l a i m   1,  o r   a  p h a r m a c e u t i c a l l y -  

a c c e p t a b l e   s a l t   t h e r e o f ,   a s s o c i a t e d   w i t h   one  or  m o r e  

p h a r m a c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   c a r r i e r s   or   v e h i c l e s  

t h e r e f o r .  

4.  A  c o m p o u n d  o f   F o r m u l a   I ,   or  a  p h a r m a -  

c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   s a l t   t h e r e o f ,   as  d e f i n e d   i n  

C l a i m   1,  p r o v i d e d   t h a t   R  c a n n o t   be  c h l o r o   when  t h e  

c o m p o u n d   i s   in  t h e   fo rm  of  a  f r e e   b a s e .  



5.  A  c o m p o u n d   o f   f o r m u l a   I  as  c l a i m e d   i n  

C l a i m   4  in   w h i c h   R  i s   t r i f l u o r o m e t h y l ,   or   a  p h a r m a -  

c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   s a l t   t h e r e o f .  

6.  1 3 - M e t h y l - 7 - o x o - l l - ( t r i f l u o r o m e t h y l ) - 7 H -  

b e n z i m i d a z o  [ 2 , 1 - a ]  b e n z  [ d e ]  i s o q u i n o l i n i u m   4 - m e t h y l  

b e n z e n e s u l f o n a t e .  

7.  A  c o m p o u n d   o f   F o r m u l a   I  as  c l a i m e d   i n  

C l a i m   4  i n   w h i c h   R  i s   b r o m o ,   or   a  p h a r m a c e u t i c a l l y -  

a c c e p t a b l e   s a l t   t h e r e o f .  

8.  A  c o m p o u n d   of   F o r m u l a   I  as  c l a i m e d   i n .  

C l a i m   4  i n   w h i c h   R  i s   f l u o r o ,   o r   a  p h a r m a c e u t i c a l l y -  

a c c e p t a b l e   s a l t   t h e r e o f .  

9.  A  p r o c e s s   f o r  p r e p a r i n g   a  c o m p o u n d   o f  

F o r m u l a   I  as   c l a i m e d   in   a n y   one   of   C l a i m s   4  to   8,  o r   a  

p h a r m a c e u t i c a l l y - a c c e p t a b l e   s a l t   t h e r e o f ,   w h i c h  

c o m p r i s e s   t h e   i n t r a m o l e c u l a r   c o n d e n s a t i o n   of   an  a m i n e  

of   F o r m u l a   I I :  

a n d ,   i f   d e s i r e d ,   o p t i o n a l l y   f o r m i n g   a  p h a r m a c e u t i c a l l y -  

a c c e p t a b l e   s a l t   of   t h e   p r o d u c t .  

10 .   A  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to   C l a i m   9  in   w h i c h  

t h e   a m i n e   o f   F o r m u l a   I I   i s   p r o d u c e d   in   s i t u   by  t h e  

r e d u c t i o n   o f   t h e   c o r r e s p o n d i n g   n i t r o   d e r i v a t i v e .  
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